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Abstract (Basic) ; DE 19740092 Al 

NOVELTY - Liposomes are enveloped with a lipid phase which have a 
chemical composition corresponding to a skin layer or a specific 
mixture of phospholipids, cholesterol sulfate, free fatty acids, 
ceramides, sterols, triacylglycerols and sterol esters. 

DETAILED DESCRIPTION - Liposomes comprise an intraliposomal phase 
containing at least one nucleic acid, protein, carbohydrate, lipid 
and /or lower molecular weight compound enveloped with a lipid phase 
which has a chemical composition corresponding to a skin layer or which 
is a mixture (wt.%) of phospholipids (less than 2), cholesterol sulfate 
(2), free fatty acids (20), ceramides (20), sterols (43), 
triacylglycerols (neutral fats) (4) and sterol esters (9) - INDEPENDENT 
CLAIMS are also included for: 

(1) a process for the preparation of the liposomes by producing 
stratum corneum lipid and preparing the liposomes from this by 
ultrasonic treatment and/or detergent dialysis; 

(2) a pharmaceutical composition containing the liposomes and 
formulated for topical administration, optionally comprising a 
permeability enhancer and swelling agent ,- 

(3) a method for the transfection of cells using the liposomes by 
contacting the cells with liposomes (I); and 

(4) an inoculant containing the liposomes with an intraliposomal 
phase containing nucleic acids having genetic information for an 
antigen which produces an immune response or an antibody or antibody 
fraction specific for this antigen. 

ACTIVITY - None given. 

MECHANISM OF ACTION - None given. 

USE - Liposomes are useful for the gene therapy of skin cells, 
especially stratum corneum, stratum granulosum and stratum spinosum 
cells as well as keratinocytes and particularly keratocytes from hair 
follicles and epidermal Langerhans cells. Therapy can be carried out in 
situ or ex vivo. The liposomes are also useful for the treatment or 
prevention of skin disorders, e.g. genetic skin diseases, psoriasis, 
skin cancers and wounds. These disorders are especially epidermolysis 
bullosa simplex/ epidermolysis hyperkeratosis, palmoplantar keratosis, 
junctional or dystrophic epidermolysis bullosa, lamellar ichthyosis and 
xeroderma pigmentosum. Further, the liposomes can be used for the 
treatment of warts and alopecia as well as for the treatment of 
systemic conditions, especially hemophilia A and B and collagen 
degeneration. The liposomes are also useful for immunization, e.g. of 
domestic pete and zoo and farm animals, including poultry (especially 
human beings) . 

ADVANTAGE - The liposomes provide better administration of active 
agents than prior art formulations, especially when they are applied 
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topically. Further, a high transf ection rate in skin cells can be 
achieved with the liposomes, which e.g. facilitates gene therapy in 
deep epidermal layers . 

pp; 16 3>wgUo 0/S 
Technology Focus : 

TECHNOLOGY FOCUS - PHARMACEUTICALS - Preferred Liposomes-. The 
enveloping lipid phase is derived from human epidermis or stratum 
comeum. The intraliposotnal phase is an aqueous phase especially 
containing a growth factor, antibiotic or analgesic, an agent which 
influences cell division or vascularization, a coagulant or 
anticoagulant or a cytokine, chemical attract ant and/or enzyme, 
particularly a nucleic acid sequence. 

Preferred Compositions: Compositions for topical administration are 
creams, ointments, gels, sprays and tinctures. 

BIOLOGY - Preferred Process; In the preparation of the liposomes, 
the stratum corneum lipid is produced by separating stratum corneum 
from skin enzymatically and/ or mechanically and then extracting with 
MeOB/CHCl3 , 

BIOTECHNOLOGY - Preferred Method; Transf ection of cells with the 
liposomes is especially suitable for gene therapy using liposomes 
having a DNA fragment in the intraliposomal phase, e.g. for interferon 
alpha-plasmid expression in warts to provide a high interferon alpha 
intralesional level with, consequential regression of the wart. 
Transf ection is carried out especially on skin cells, especially 
stratum corneum, stratum granulosum and stratum spinosum cells as well 
as keratinocytes, particularly keratocytes from hair follicles and 
epidermal Langerhans cells. 

Title Terms: NEW; LIPOSOME; COMPRISE; LIPID; ENVELOPE; BASED; NATURAL; 
SYNTHETIC; SKIN 

Derwent Class: B04,- D16 
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Die folgencten Angaban sind (tfin vom An m older eingereichten Unterlagen elrtnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PaiG ist oestelft 
<§) Liposomen und Verfahren zurTransfektion von Zellen 
(g) Die ErRndwng betrifft Liposomen umfassend ©in© ©ine 
UposomenhOlle ausbildande Lipidphase und ©ine von 
der Lipidphase umschiossene mtraliposornal© Phase, wo- 
bei die chemische Zusammensetzung dar Lipidphase der 
einer Hautschicht entspricht und die intraliposomale Pha- 
se mindertens sine Verbindung enthSrt, die eusgewahlt 
ist aus der Gruppe. die Nukleinsauren, Proteine, Kchlen- 
hydrate, U'pide und niedermolekulara Verblndungen so- 
wie aus diesen zusammengesftUiB Molekule oder Struk- 
turen umfafrt, sowio ein Varfahren zur HersteHung derar- 
tiger Ijposomen. Des weiteren betrirft die Erfindung ein 
Verfahren zur Transf ektion von Zellan, wobei die zu trans- 
fizierendan Zellen mrt den erhndungsgema&en Lipoeo- 
men in Kontakt gab racht warden. Des waiteren betrifft die 
Erfindung ©ine pharmeasutische Zueammensetzung und 
. ein M'rtte! zur topischan Verabreichung. welch a/welches 
- einen Gahah an den arfindvngsgerna&eri Liposomen auf- 
C waist sowie Varwandungen dar erfindungsgemaSan Li- 
posomen, der pharmazeutischen ZuaammenseUung und 
das arftndungsgemaflen Mrttels. 



114 



PAGE 8/28 * RCVD AT 2/1012006 8:14:27 PM [Eastern Standard Time] 1 SVR:USPTMR(RF-6/27 * DHIS:2732885 1 CSID:85872Q5125 1 DURATK)N inwn^s^21^„ 



10/02 2006 17:14 FAX 8587205125 



MORRISON I FOERSTER 



(2)009 



DE 197 40 092 A 1 

BcSchreibung 

Die vorliccende Erfindung beiriffi Liposomen unifasscnd cine cine LiposomcnhaUe ausbildcnde Lipidphase und cine 
von d« Lipidnhus* umschlosseno intraliposomale Phase ein Vrttuwi zu deren Herstellung sowie danus bcwcllbarc 
5 Liposon ,en. Verfahren zur TWcViior. von Zcll^n. Mi net zur topuchen Vcrabreichung sow.e Vcrwendungen der Upo- 

^Mhdtni^nehjnenden Vcrsiandnis bioIOgischcrZusarnmenhangc auf molekularer Ebcnc eiahliertc sich in der.Ujnfi- 
slcn Vergangenhek die molekulare Medizin. die die Entwicklung neuer Therapickomwpie und Medikamcnlc maBgeblich 
bcrinfluBl Die* gill aucb far die 1 laul. dcron Vkinkiion writ iibec dieotfcnsichdichc Barrierelunklion hinausgehc und dc- 
10 renErkrankungeningansbescKidereinMalk-^^ 

Einc Miifilichkci. <L Bchsmdlung von ltrkrankungen dcr Haul wild in der Insertion und Bxpcwon von Oencn nr. dcr 
Bpidermis gesehen. d. h. der Gcitherapie dcr die Epidermis ausbildemfen Zellen. Binders bedeutsam smd h«erbei die 

KC ta dcrTectaik sind voischiedcne Verfahren bekanni. Keratinozyien in situ zu iransliaeren. EncMoglichkcii stellt die 
15 intradermal Injcklion dar, bei es zur lokalen TYansfekdon, d. b. Expression des eiogebrachten ^liteh» Mowruib in 
einem schr en <ii|MWo dermdoo Arcal komml. TypiscberweUe ist die Expression transient fur 2 bis 7 Tagc und I « 
crrotgt keinc Integration des applWarien gederischen Materials io das Genom der Keraunozyien Eir, cntscteidender 
Nachteil dicser Tfecnnik besiobf dartn. dafi cine entsprechendc Trsmsfekiioo auf den unmUcclbaren Injcktionsbereicb be- 
schiSnkt 5st und es sicb dab* urn ein invasives Vbrfahrcn bandolt, daB nur vor qualifizicri em Personal unter gecigneien 

20 ^nr^^^ bcKW-d itf die M*wendung von Mikropro Jrt-Jn. die , 

mil DNA beschicteten mikroskopischen Goldpartikdn bcsiehen und miuels einer sogenannten Genkarione dirckl in die 
Zellen cineebrachl warden. Audi dieses Verfahren ist mil einer Reihe von Nachteilen verbunden. die zum einen aus d*r 
WrwcnduL der verfileichsweise Lcurcn Goldpartikel sowie dem erforderlichen Beschichiongsscbriu resuJtieren zuni 
anderen icdoch auch in der Vcrwendung der Genkanone bestchen. die cinen nichl unerhebUchen apparaliven Auftvand 
dursUsUl, cbcofiills qualiDwencs Personal zu seiner Bedienung benOligl und dariiber hinaus mchl den gewunschlen Eriolg 

^ScMieBlich and in der Technik nocb topische Verfahrra bekannL bei dencn komplexien vorlicgcnde DNA dirclct m 
die die Epidermis aufbauenden Zellen eingebracht wcrden solL So wurden beispieb weise k^omscheLipidc, dte sich an 
die aniooische DNA lagern, cbenso veiwondet wie die Rezcptor-vermilielte Endozviose. D«btt bbeb dcr «WBn<^ 
Ansa* in dcr prakdscfaen Anwcndutlg erfolglos. Der zweite Ansatz, beispielswe^ in Form dcr Iraosferru^ofcla.on ist 
aufgrund dcr inimunogenen Besrandteile (cs werden Dissoziationaproteinc von Adenovirus odcr des hamagslutimeren- 
detl Virus von Japan vcrwendct) iinmunogcn und kann somit nur cihifie Male erfoLgrciCh applmcn. wenten 

SoblieBlich sind IndeiTechnik noch die aus to Kosmelologic bekannten Liposomen be5chncbcn, die in der w^ngen 
35 Inncnphase die Plasinid-DNA enlhalt^n. Auch dicker AasrtZ fQhne nur bei einem kleinen Prozentsat^ der Zellen zur et- 

f0l D^ v^Sndc^E^ndung ttegt die Aufgabe zugrunde. Liposomen bereitzusiellen, die cine hohe Transfekdonsrate 
von HaatzelL&n. and insbesondere Kcralin07.yten, crtauben. i MMTnm 

Bine weiLere Aufgabe der EraDdung isL die Bereiisiellung von Verfahren zur Hcrs^Uungvon derartigcn Liposomen 
40 SchlieBlich liegL der vorbegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein \ferrahren zur TWeknon von Zellen, und 
insbesondere Kexadnozyten. zur „ 

Dcr Erfindune licgi auch die Aufgabe ^ugrundc. cine pharroazeudsche Znsammeixseczung bereitzuslelleD, die die ge- 
genuber dem Stand der Technik verbessenc Applikaiion von \Vkksioffen, irtsbesondcxe die topische Apphkatjon dersel- 

45 bC W^^n Hegt dcr Erfindung d5e Aufgabe ZUgmndc, WBttel zur topischen Vferabreichung chemischer Verbindungen 

^^Sn scUen crfindungsgcmaB Mitiel zur Geniherapie von Haulzelleru zur Prophylaxe und/oder Belmndlung 
von Eckrankongen derHaut, einschlieBlich vonWarzen, von systemiscben Erkrankungcn und von Alopezie sowie Minel 
zur Inmiunisierungoffenbart werden. ^ unu^i^iiniri 

50 ErfindungsgcnwG wird die Aufgabe gclGst durch Liposomen umfassend einc cine 3>posornenhulle ausbildende Upi^ 
phase und 4ne von der lipidphase umschlossene inrraUposomale Phase, wobei die chcmische , Zusanunen^lzung der Li- 
Didohase dcr eioer HayTiichicht cntspricht und die intraliposomale Phase mindestens one VeibindiWfi enthall, *e ausge- 
wahll ist aus der Gruppe. die NukleinsSiuren, Proleine, Kohlenhydratc, Lipide und niedennolekulare Verbindungen sowie 
aus6Ucsefl7AisariiniengescizieMolekule oder Surukiuien umfaBT, 

55 Die Aufeabe wird aucb gelost durch liposomen umfaBend eine eine Liposomenhulle ausbddende Lipidphasc urid einc 
eine von cfcr Upidphase umschlossene intraliposomalc Pba^e, wobei das liposom belrtffend der Lipidklasscn folgende 
Koniponenten umfaBu 
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Phospholipid* <2 Gew.-% 

Cholcsterolsulfal - Gcw.-<& 

Frcic BetEsauren ^0 Gcw.-% 

Cerarnidc 20Gew.-% 
Sterole 43 Gew.-% 

Triacylglycerole (Keutralfeue) 4 Gew.-% 

Stcrotesier 9 Gcw.-% 

und die inrraUposomale Phase mindesiens einc Verbindung enthali, die ausgewJihlt 1st aus der Gruppe, die >^cins5u- 
ren. Proteine, Kohlen hydrate. lipde "nd niedermclekuJare Verbindungen sowie aus diesen zusammengescizte Molekule 
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oderSliukluren umfaBl. 

Weuerhin wird die Aufgabc erfindunssgemaB gelost durch cin Vertahren, wobo vorgesehen isI, daB a) stratum cor- 
ncum-Lipid gewonncn wird und b) aus dem Stratum corneum-Lipid unter Ulcraschallbcbandlupg und/odcr Dcicrgcnz- 
dialyse Liposouien hergcslcllc wexden. 

Wehcrhin wird die AurgabL* geiosi durch LipOsOtnen. die nuch dem erfindungsgeniH&en Verfahrcn bcxstellbar sind. 
Desweiieren wird die Aufgabc ernndvngsgemafi durch ein Verfahren 7.ur Trans feklion von Zellen gelost, wobei die zu 
transfizierenden Zcllcn niit den crfindungsgemaficn Liposomen in Kontakt gebrachl wcrden. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe auch durch eine pharnweuiischc Zusamrnensetzung gelost, die die erfindungsge- 
rnatten LipOJiomeri und rinen phanuazeurisch akzeptablcn J Vager umr'alSt. 

IDesweirercn wird die Aufgube erfindungsgcmafc durch ein Miuel zur xopischcn Vcrabreichung chcmiscber Verbindun- 
gen gelost, wobei das Miltcl cincn Gehalt an crfindungsgemaSen Liposomcn aurwcisl. 

SchliciJlich wird die Aufgabe gelosl durch Verwendung der erfindungsgemaBen Liposomcn, dw erfindungsgcniuBen 
pharmazxuLischen ZuRaminenseiTung oderdes erfindungsgemaBen Mitlcls *ur Gentherapic von tfouizellen. 

Weiierhin wird die Aufgabe gelost durch Verwendung der erfindungsgemaBen Liposorucn, der erfiiidungsgeniUlien 
pbarrnazeutischon Zusainrnensetzirag Oder des erfindungsgemaBcn Miriels zur Prophylaxe und/odcr Behandlung von Er- 
kranlcungen dor Haul, einschlicBbch der Behandlung von Warzcn, systemalisthcn Brkrankungen und vOn Alopezie so- 
wie Verwendung der crfinclungsgemaBen Liposomcn. der ernndungsgeroaBen pharmazeuuschen Zusammcnsemmg oder 
des crfindungsgemaflcu Mirtels zur Lnmumstenmg cines Wirtsorganismus. 

Auch wird die Aufgabe gelost durch cincn tmpfstoff, dnr einen Gchall an den erfindungsgemaBen Liposomcn auf- 
weisr, wobei die Liposomcn Nukleinsaure, die diegenetiscbe Information fur ein interessieiendeS Antigen umfaBi, oder 
Nukleinsaure umfassen, die die genctiscbe Information fur cincn Antikbrper oder cin AnlikGrperfiragrocnt unifaBt, wobei 
der And korpcr bzw. das AnlikorperfxagmenL spezifisch fur das inTeressiercnde Antigen ist. 

Bci dem eine cine LiposomenbuUc aushildende Lipidphase und cine von der Lipidphase umschiossenc intraliposo- 
rnale Phase urafassenden Liposom bei dem die chemische Zusammcnseizung der Lipidphase der einer Hauischicht ent- 
spricm, kann vorgeseben sein. daB die Haurschicht humane Epidermis isr. 

In cincr weiierun Ausfuhxungsibrm kann vorgesehen sein, daB die Hsuitschichi das Slralum wmeoin isL 
Bci dem crnndutigsgcmaBcn Verfahren zur HcrstcUung von Liposomcn k£inn vorgesehen sein, dad Stratum corncura- 
Lipid gewonncn wind, indem Strauim comeum i*>zymatisch vnd/oder mechanisch von der Haut abgelragen wird und an- 
scblieBend in Melhanol/Chloroform exrrahiert wird. 

In einer Ausfuhrungsfonn des erfindungsgemaBen Uposoms kann vorgesehen sein, daS die lnlraliposomaLe Phase 
cine wuBrige Phase isL 4 

Dcsweiieren kann vorgesehen sein, daB die intraliposomale Phase mindestens eine chemische Verbmdung erith&Li, die 
ausgcwahlt isr aus der Gruppe, die NukLcinsiiuren, Protcine, Kohlenhydraie, Lipide und niedcrmolekulare Verbindungen 
sowic aus diesen zusarnnicngesetzce Molckule Oder Suukluren unifaBl. 

DarOber binaus kann vorgesehen sein, daB die Verbindung &u 8 gewahlt ist aus der Gruppe. die ^chsiwiTisraktoren, An- 
dbiotika. schm^Linderndc Agenzien, Agenadcn, die die ZeEieilong und/odcr die Vaskuiarisiemng bccinflussen. koagu- 
liewode und and-koaguUerende Agenzien, Cytokine, chemisches Artraktans. Enzyme, und Kombinationen davon um- 
fafiL 

In einer ganz besonders bevorzuglcn AusfuhrungsforiT) ist die chemische Verbindung eine Nukleinsaurescquerrz, 

In einer Ausfuhmngsform des crfinduDgsgemaBen Vexfahrens zur Transfeklion von Zellen kann vorgesehen sedn, daB 
die zu transfizierenden Zellen Hautzellcn sidd. 

In einer btsvorzugien Ausflihrungsform ?ind die Haulzcllen ausgewahlr aus der Gruppc. die Haul^elleii des Stratum 
corneura, Siraiuin granulosum und Stxatum spinosoiia sowie Kenxlinozyten umfaBl. 

In einer gaox besonders bcvorfcugien Ausflihrungsfomi ist vorgesehen, daR die Zellen im erfindungsgcmSiBen Verfah- 
ren zur Transfeklion Keratinozytcn der Haarfollikcl sind. 

In anderen, ganz besonders bevorzugtea Ausfuhrungsform sind die ZeUep des erfindungsgeniaBen \ferfahrcns zur 
Transfektion epidermale LangerharLs-ZelLcrL . , . 

Bci dem erfindungsgemaBeu Miuel zur lopiscben Vcrabreichung chemischer Verbindungen kann vorgesehen sein, daB 
das Mktel ausgewfihlt isi aus der Gruppe, die Cremes. Salben, Gele, Spriihpfl aster und Unkturen umfaBt. 

In einer wciUrtn bevorrugteti Ausfuhrungsforrn des erfindungsgcmaBcn Mitlcls ist voigesehen, dafl das Mitiel weitcr- 
hrt einen Gehalt an mindestens einer Verbindung aufweist, die ausgewiihlL ist aus der Gmppe, die Permeabilitatsver&tar- 
ker end QuellmiUel nmfaBt. 

Bei der erfindungsgemaBeD Verwendung der hierin oSenbarten Liposomen, der pharmazcutischen Zusamrnensetzung 
odex des Mirtels zur Gcnlherapie von Haul^ellen kann vorgesehen sein, daB die Hautzellen in situ vorliegen. 

Id einer aliernaiiven AusfdhruilgsforTn der obigen erfindungsgemaBen Verwendung kann vorgesehen sein, daB die 
Hautzellen ex vivo vorliegen. 

Weiierhin kann bei der vorgenannien Verwendung vorgesehen sein, dafl die Hautzellen ausgewahit sind aus der 
Gruppc, die Hautzellen des Stratum comeum, Stratum grannlosum und Stratum spinosum sowic Keratinozytcn umfsiBt, 

In einer wciteren Ausfuhiungsforrn ist vorgesehen, dafl die HauLzellec Keratinozytcn der Haarfollikel sind. 

Weicerhin kann in eirter Ausfahrungsform der obigen erfindungsgenia8en \ferwcndung vorgeselien sein, doB die Haut- 
zellen epidenmale Langerhans -Zellen sind. 

Bci der erfindungsgemaflen Verwendung der hierin offenbatten Liposomea, der hierin oSenbarten pharrnazeudschcri 
Zusamrnensetzung oder des hierin offenbancn Mittels zur Prophylaxe und/odcr Behandlung von Erkrankungen der Haut 
ist in einer bevorzugten Ausfuhrungsform vorgesehen, daB die Erkrankung ausgewUhU ist aus der Gruppc, die genen'sche 
Hauterkranlaingeri, Psoriasis, Haunurooren und Wunden umfaflL 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist vorgesehen. daB die genetischc Haoicrfcrankung ausgcwahlt ist 
aus der Gmppe, die Epidermolysis bullosa simplex. Epidermolysis hyperkeratosis, palmoplanure Keratose, junktionalc 
Epidermolysis bullosa, dySirophe Epidermolysis bullosa, lamcllare Tchlhyosc und Xeroderma pigmentosum umfaBL 
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Bei der erfinduogsgemaficn Verwendung dcr hierin otffenbartcn Liposomen, der hierin offenbaricn pharmazeudscbcn 
Zusaiitnifcnseizung oder des hierin offcnbarLen Miilcls tmt Behandlung sysJemischer Erkrankungen isl in cinex besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsfbrili vor&esehcn. dafl die systcmische Ertcrankung ausgcwiihlr ist aus dcr Gruppe. die Harno- 
philie A and Haiuophilie B sowic Kollagendegenersiion umfaBl. 
S Bei der erfindungsguiliafien VcrweatUmg der hierin ofTenbarien Liposomes der hienn oJOTenbarlen pharniazmihscnen 
Zusanimensclzung oder des hierin offenbarlcD MiUels zur Iinmunsierung eincs 'Wirlsorganisinus ist in einer besondcrs 
bevorzugten Ausfuhrungsfonn vorgesehen, daB der Wirtsorganismus ein mcnschlichcr Organismus ist 

Der vorJiegendcn Erfirtdung licgl die Uberraschendc Erkenntnis zugrunde, daB mit den crfindungsgemaBen Liposomen 
eine besonrters hohc Transfekiionsrsit? von Hautzcllcn. und insbesonderc von Kerarinozyten, eireicht werden kann. tfie- 
iu ser Effcki scbeini durch den hohen Grad an T-Jydrophobizhar der UposoincnhuHe, d. h. dozen Upidzusammcnscizung, 
bedingl zu sein. DNA, die in den erfindungsgeTiUiGen Liposomen enkapsulicri vorUcgt kann die cpidermale Barricrc dcr 
Ham uberwinden unrt in dsn licferen Schichten der Epidermis aufgenommen und exprimiert werden. 

Die vorgehend heschriebene P^Rwgefahigkeil dcr erfinrtungsgcrnaBen Liposome* crlaubr dariiherhinaus auch eine 
Frcisetzung von in den Liposonien emhaJtenen Vcrbinduogen oder Win^ioflfeu- einschlicBlich Nukleinsiiuren, in tiereren 
15 Schichten der Epidermis bzw. der Haut was sowotal imier dem Aspekt der Verabreichung pharmazeutisch wirksainer 
Verbindungen wie auch unter dem Aspekt der kosmelischen Behandlung dcr Ilaur von \fc>rLcil ist. 

Dabej ist gan2 besondcrs bcachlJicb, daB bci Verwendung dcr erfindungsgemaflcn Liposomen bzw. dcr hierin offen- 
banen Mhxel und Verfahren die Nukletn&a\ure^Applikarion mehrmals wiederholbar ist und es nicht zuin Aufureren einer 
Immunantworuinsbcsonders einer solchen gegen nacklcNukleinsaurc gcrichteiekomnit, was gegeniiber andcrcn Trans- 
20 fekrionstcchniken eineD crheblichen Vbrlcil darstellt. 

Infolge dcr hohen Transfcktionsraie wird es crsimalig moglicb. cintach und zuverl'assig viele Hautzellen zu transfizie- 
ren und somil die Grundlage daftir zu legen, die der Genthcrapie der Haul inhartnlcn Vbrteile Latsachlich zu realisiercn. 

Diese Voitcile bestehen unter aodeteni darin« daB, neben einer in der Regel kausalen Therapie, das die therapierten 
ZeUen aufweisende Gewcbe im Falle unerwuxiscbw Neben wirkungen leicht ©nlfeml werden kann und weiierhin infolge 
25 der Tatsache, daB eine ektopc Expression der mitiels der erfindungsgema&en Liposomen eingeschlcusien Nukleinsaure 
auiigescbloijscn werden kann, die Thera^e als solche jesdisr/jsii unlcrbrochcn werden kann. 

Daruber hinaus sind insbesondem die Keradnozyten vciglcichswcisc lcicbt zu gewinncn sowic in KuUur zu cxpandic- 
ren und es sind in dcr Technik auch Verfahren und Mittcl bekannt zur Modulation der Expression einer in Keraiino2yien 
voriiandenenNukleinsaurcSequenz. 
30 Die iniraliposoDiale Phase kann eine waBrige Phase sein ? wobei vor£esehen scin kann, daB diese cm spez)e|les Milieu, 
gesmltet durch den 2usatz besliuinller Verbindungcn, aufweisL Die waBrige Phase kann so beispielsweise cincn di&iink^ 
ten pH-Wert, eincn besdmrntcn Puffer, oder Ionenkonzentrationen aufweisen, die die Stabihtat, Konfonnalion und b*o- 
logische Wirksamkcit der darin cnlhaiicnen - chemischen - Verbindung(cn) beeinfluBt und somit far den Fall, daB in der 
intraliposoinaleii Phase ein zur Transfcklion geeignetcs NukleinsaurekonstrukL vorhanden ist, auf die Trausfekrionsrate 
35 der mit den crfindungsgemaflen Liposomen bchandeken Zellen cin^irken. Di© Gestallung eines entsprccbenden Milieus, 
uro die genatuiten Effekle zu ejneicheD, and den Facbleutcn auf diesem Gebict bckanni. 

Bei den in der intraliposomalen Phase enthaltenen chemischen Afcrbiodungen handclt cS sich urn sokhc. bei den en eine 
chemischeBindung zwischen mindesiens zwei Aiorpenbesteht und umfassen entsnruchend auch biochcmisc lie bzw.bio- 
logiscbe Verbindungcn. 

40 Unter niedcnnolekulare Verbindungen sollen hierin solche verstanden werden, die ein MoleJculargewichl v©n wen>ger 
als 10 000 aufweisen und insbesondcre solcbe, die Koblenstoff enthalten. Deranige Verbindungen soUen auch Carbon- 
sauren, Ammosaurcn, Kolilenhydratmonomere, Lipide, cinschUeBUcb Stcroide, Laciame. Lactone und andere cinschlie- 
Ben. Unter Proieinen soUen hierin auch Peptide und allgemein Polywere von mindesiens zwei peptidiscb initeinander 
verbundenen AminosSuren verstanden werden. 

45 Unter Nukleinsaur© bzw. Nuklcinsauresequenz soUen hierin sowohl DNA als auch RNA verstanden werden. Die Nu- 
kledDsaure(-Sequenz) kann sowohl nackt als aucb koinplcxierx/assoziiert vorliegen. Desweitcrcn isi moglich, daB die Nu- 
klciDSaaieC-Sequenz) als Einzelstrang, Doppelstrang oder als THplett vorliegL Die Nuklejnsauresequcn2 kann auch em 
Ribozym sein oder cine antisense NukleinsSure. Deswcilcrcn kann sie sowohl naiurlich vorkommend sein als auch rc- 
kombinani. Die NukleinsuUre(-Sequenz) kann weitergehende Elcmenie umf asscn, die sowohl ihre TVanskiipdon als auch 

50 Translation und ihre Stability becinflusscn. So kann sie beispielsweise Pfomotoren, zellspeafische ebenso wie induzier- 
bare, Terminators und weitergebende regulatorischc Elemente wie beispielsweise Enhancer umfassen. SchlieBlich kann 
die NuideinsauicC-Sequenz) aucb Hcroente umfassen. die die Insertion dcr Nukldnsaure(-Sc<jucnz) in das Chromosom 
einer transflzierten ZcUe erlauben, oder aber aucb Elemente, die verhindem, daB cs zu einer Insertion dexNukleinsaure(- 
S'cquenz) in das zellulare Genom kommt Letzteres kann beispielsweise dann besonders erwunscht sein. wenn lediglich 

SS eine transicnte Expression der transazierten Nukleinsaure(-Sequenz) erwOnscht isl 

Grundsatzlich kann die Nukleinsfiure(-Sequcnz) so gestaltet vorliegen, datt sowohl auf der RNA-Kbene als auch der 
Translations- und TransfekXions-Ebene die erwttnschte 'Wirkung erzielt wird. Die hierzu in der Nuklcinsfiure(-Sequenz) 
sclbst vorzunehmenden Maflnahmen bzw. die GestaUung cines Milieus, inncrhalb dessen die Nukldnsaurt<-S equenz) 
die enisprechendeu Eigenschaftcn oder Wirkungen aufweifii, wie beispielsweise eine speziellc Konfiguxarion wie die Z- 

60 Konfi gu rati on, sind den Fachleulen auf c\tm Gebiet bckannr. .... 
Unter Nukleiosaure sollen hierin auch Oligonukleoude verstanden werden, einschliefllicb antisEnsc-Oligonukleonde 
zur Slcuerung der Transkripfion und/oder Translation von in Zellcn vorhandencn Nukleinsauresequenzcn, 
Die Transfektioc von Zcllen mitteU Liposomen ist dem Fachmarra auf dem Gebiet bckannt 

Bci dem erfiDdungsgcmaBen Verfahren zur TranSfektion von Zellcn ist die Verwendung der erfindungsgemaBctl Lipo- 
65 somen sowohl fur den Fall von Vorieil, daB die Zelleru ausgewiihlx aus der Gruppe, die Hau tzeUen des Stratum com cum, 
Stratum granulosum und Stratum spmosum sowie Kcratinozyten umfaBt, bzw. Keraiinozytcn dcr Haarfollikel bzw. cpi- 
dermaje Langerhans-Zellen, in vivo als auch fur den FalL daB die vorgenannUm Zellcn ex vivo transfiziert werden. 
Aus dem oben Gesagicn ergibi sjch, daB die den erfindungsgemaBcn Liposomen inharcnten \fcrteile auch und besoo- 
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ders dann rcalisiert werden konnen, wenn dicsc in einer pharmazeutischen Zusaramcnseizung enlhallcn sind. 

Hs wurde iibervaschend gcfunclen. dafi uruer Verwendung dcr erfindungsgemaBen T Jposomen rich allgemein pharma- 
zcuiischc Zu^imvienrscrtzungen und insbcsondere Minel zur Topischen Vcrabreichung cbcmischcr Vcrbindungen bcrsiel- 
len lasien, die in besonders efTekriver Weise eine FreisetZung der in der inlraliposomalen Phase enthailenen chemischen 
Vcrbindungen in die Zelle bv^w, die I jeftrcn Scbichien dcr Epidermis und dcx l^ermis ermttghehen. In einem wetteren 5 
Aspekl wird dartiher hinaus auch moglich, eine spezielle Form der Depot vcrabreichung der in den Liposoiiten enthaile- 
nen cheiiuschen Verbindungen zu realisicrcn- 

Unier phanirdzcuiisch akzeprablern TYager werden. unier anderem, Wasscr, Puflferlosungcn und dcxglcicbcn verslan- 
dcn. Dies schlicBt hierin insbesondere auch jenc den FaCbJeuien bekanmen 'Itager ein, die bei der Hersicllung lopischer 
ApplikauonR forme n wic Cranes. Salbsn, Gele, b'prtihpflasier und Tinkturen verwenclei werden. 10 

Umer chemise hen Vcrbindungen so Hen die hierin oben dcfinierlcn Vcrbindungen venstanden werden und achlieBen 
insbesondcre die dort, wenngleich nicht abschlicBend, beschriebenen Nnkleinsaurcn cin. 

Dichicriti olTenbarten Miuel stellen lerztendlich AUSfUhrun^srbrmen dcr crfindungsgcinaRcn pharrnay-culisehen 7.u- 
saminerisctzung dar. 

Sowohl die hierin beschriebene pharniazeutische Zusamincnseizung als auch die Miuel zur topischen \ferabreichung 15 
konnen daruber hinaus noch iirirtdeslens einen Wirkstofr" cnlhallen, dcr nicht in deri darin enthaltenen Liposomen vor- 
liegL 

Deis Mind zur lopischen Verabieichung seibsl kann dabei ausgebildet scin als Crcme, Salbe, Gel, Spriihpflasier Oder 
Tinkcur. Diesc MiLtcL crlaubcn die Aufnahme der erfindungsgcniaBcn Liposomen in einc Matrix, die dan a, rypischcr- 
weise auf die Haul, aufgetxagen wird und - ggf. nach einer Einwirkzcit - den Kontakr zwischen Zelle und Liposorn er- 20 
mSglicbt- Daren die Vendlung dcr Uposoinen in besagter Matrix liiBl sich somit - sraristisch - auch die TYansfekdons- 
haufigkeit einer einzelncn Zelle regulieren. 

Die obcAgenannten topischen Verabreichungsformen erlauben daruber hinaus, da6 eio vergleichsweise groBes Areal 
der Haut entsprechend behandcU wird, d. h. wenn jn der intraliposomalcn Phase Nukleins^resequenzen vorhanden sind, 
cin groScs Aceal von Hautzeilen trans fizieri werden kann. Die Transfeklion, insbesondere in ihrer klinischen An wen- 25 
dung, is L dann besomlers einfaeh diirdiliihrbar, ohne 0*0 hierfiir hesonders qualiujdcnes PcimxiuI oder besondere hygie- 
nischc Bcdingungcn crfardcrlich w&rcn. 

Die erfindungsgcmaBcn Mitiel konnen hinsichtlich ihrcr Wirks^mkc-it, Handhabbarkeit und Stabilitat durch Modifika- 
riori der die Matrix derselbcn ausbildcnden ^rbindungen in fiir den Fachtnarm auf diesem Gebiet bekannten Art und 
Weise ausgebildeT werden. Dies schlicBl den Zusatz weiterer, fui die Ausbildong von Cremes, Salb&n, Gelen, Spnihpfla- 30 
sicrn und 'finkiuren Ub lichen Zusatzen ein. 

Sowohl die Liposomen als solche als auch die sic enthaltenden erfindungsgcniaBcn Mallei sind besonders vorieilhaft in 
der Genthcrapic von Hautzellen aufgrund der durch sic erreiebbaren Transfektionsraten zu verwenden. Dabci isi cs mog- 
lich T daB die pntsprcschendeo Hautzellen, und insbesondcre die houianen Kcraxinozytcn, dnschlicBhch derjenigen der 
Haarfollikel, sowie di« epidcrrnaleo Langerhans-Zeilen, in si tu, d. h. als Ten* der nauDoberflache des Padenten, vorliegen, 35 
aber es isi auch einc ex vivo Gentberapie in&giich, wenn die HauizcDcn oder Hautgewebe, und auch hier wiederum spc- 
ziell die humanen Keratinozylcn. einschlieBlich derjenigen der HaarfollikeL sowie die epiderrrtalen I-angerhans-Zellen, 
in Kultur vorliegen. Es ist offcnsichtlich, daB bei der in situ Situation das erfiddungSfi&maBeMinel mat einem Gehalt an 
Nuklcinsiiure in der iDtraliposomalen Phase mil besonderen \farteilen verbuuden ist, wohingegen im Falle der ex vivo 
G&niherapie insbesondere die erfinduDgsgemUBen Liposomen die hierin ofienbarieii Vbrl&ile im besonderen MaBe auf- 40 
wcisen. 

Insbesondcre bei transienLer Genexpression dcr miltels der erfindungsgcniaBcn Liposomen in die Hauizellea einge- 
bracbten Nuldeu3saiire(-Sequcrtteu) isi eioe einfache V^ederbolung der Therapie eowie leichte Steuemsg des Therapi©- 
umfanges durch eine entsprechende brcitflachige xopische Applikation 6t$ erflnduogsgemaflen Miltels problemlos mog* 
lictL Insbesondcre unier dem Aspefct der wiederhollcn Behandludg isi dabei beach tlich, daB gegen die solchermaBen in 
das biologische System, beispielsweise die mcnschHche Haut, eingebrachtc Nuklcinsaure keinc gegen diese gerichtete 
Iinniunreakdon fcslgestcllt wird. 

Bei der An wen dung der erfindungsgemaBen Liposomen, des erfindungsgemaflen Mittels oder der erfindungsgcniaBen 
pharmazeutischen Zusamriicnsetzurig zur Gentherapie von Hauizcllen, und spezieU von Keradnozyten, einschlicfilich 
derjenigen der Haarfolikcl, sowie von Langerhans-Zellca, ist dabci grundsarzhch m5glich, durch die cingcschlcustcn 50 
NuklcinsEiuresequenzen eine einen Defekt der uaasfizierten Zelle komplemcntieiendeWirkung zu er^ielen, oder aber die 
uncrwuDschie Expresstion einer in der Zelle vorhanden en genetischen Infonr)»tion minels der durch die Liposomen ein- 
gefuhrten Nuklcinsarjresequenz zu umerdrucken. 

Die letztgenannle Moglichkeii gill auch fur den Fall, daB die crfindungsgemaBen Liposomen bzw. das erfindungsgc- 
m£6e Mittel bei der Behandlung sysLcmiscber Ertorankungea verwendct wird, Dabei kommt es infolge der Liposomen- 55 
vermilielteQ iransfekdon der Haulzcllcn 2ur Produktion des durch die in die Zelle eingeschleusten Nukleinsequenz ko- 
dicrten Gcnprodukies. das dann seinerseits seine biologische Wirkung entfaken kann. Dabci isi cs moglicbi, daB das enf- 
sprechende Gcnprodukl aus der gefa^losen Upiderrnis an den Blulkreislauf abgegeben und somit systcmisch zur \fcrfu- 
gung slcbU Gegentlber der Verabreicbung ent&precbender Proteine oder Peptide crlaubL die Gentherapie von H&utzellen, 
daB die cnLsprecrtende Tnformalion tran^enU lypischerweise liber einen Bcrcich von 7 his 7 Tagen, kctnrinuieHich in ho- 60 
her lokaler Ge wcbekonzenTrari on exprimiert wird und gewghrleisiet somit gegeuuber der Verabreichung des Peplids 
bzw. Proteins als solchcm einen langer anhaltenden konsianteu Tiler, da das Protein als solchcs nur eine gcringc biologi- 
sche rlaibwertszeiL aufwcisL 

Neben der Behandlung cchter sysxemischer Erkranknngen wie bcisptelsweise Hamophilie A und Hamophilie B sind 
auch Kollagendegeneraiionen unier M^wendung der erfci dungs gemaB en Liposomen oder des erfin dungs gemaBeti Mil- 6S 
icls, ggf . kosmeiisch, behandelbar. 

Unter Kollagcndegenerationen sollen hierin auch Licbtdermalosen verstanden werden, bei denen cs unLct TJV-Expo- 
sition zur Degeneration von KoLlagcn (und Elaslin) und somit zur FallCdbildung korjimf. Hier ermogHcht die hierin of- 
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fenbarteGenlherapie von llautzellen bzw. die crfindungsgcinaBcn Liposomen odcr das erfindungsgeniafiii MiUel voneil- 
hafic Wirkungen, da infolgc des transienlen Charakiers der Genrherapie der Keratinozyten eineKevcrsibiliiai dcr verge- 
nomrncnen MaGnahmcn gegeben ist. Die sich daraus ergehenden Vbrtcilc. insbesonderc in dcr Kosmetik, sind offerif lehi- 
Ijch. So isi bei Spiels wci sc an cine emculc Kollagcn- nnd Elasiinproduktion durch die geniherapierren T-lauifcellen denk- 
5 b*u\ mil dcr Ko(ge, daft diesc fur die Haul, insbesondere deren Aussehen, so wichiigen SirukiurxioDe endogen gebiidet 
wevden konnen. 

Bei der Verwendung der erfindungsgemSBen Liposome n 2ur Bchandlung von YVarzcn licgi das Prinzip wiederuni in 
der genlhcrapeulisthcn Bchandlung der die Warze ausbildenden Haufzellen, welche rypischerweise mil viralcrDNA in^ 
liziert sind. Enlsprcchend konnen durch die Liposomen die vorgenannten Zeilcn transtizien werden und aul" liiolckularer 

ii) Ebene das zur Warzenbildung rtihiende Geschehen lersMendljch uwerdruckl werden. Bcsonders bewahn haL sich hierhei 
die In rcrferon-tx-Plasmid- Expression in Warden, die durch hoheinuraVasionale Spiegel an Inlerfcron-a-Protein zum kouw 
pletreji Ruekgang der PapiJlo?" fuhri. 

Dcr Bchyndlung von Alnpoic unicr Verwendung der erfindungsgemaBen Liposomen Hegl ehenfalls das Prin/ip zu- 
grunde, daB letziendlich durch genlherapeutische \%randerung des Geno- und Phaiiof yps der RaarfoUikelzeHen bzw. der 

15 entsprechenden Keratinozyten das Krankheilsbild abgestellL, zumindest aber venninderl werden kann. Enlsprechende 
Expression von Antagonists der AndrogervRezeptoren sowie von im I-I&arwachsujinszvkius rclcvanten Cyiokinen 
(z. B, : 1\_jF„ Transforming Growth Hactor; BGF-EpidcrniaJ Growth Faclor) slelicn wescntlicheAnsaizpunkte einer sol- 
chen Technologie dar. 

\bn ganz besondcrcr Bcdcutung isL die Verwendung der erfindungsgemafien Liposomen bei dcrlmniunisicrung cines 
20 Wirtsorganisrnus, wobei hierin unLer Wins organis mu s insbesondere S&ugedere, darunier Mui*- und Hausiiere sowie 
Zootiere. wie Rind- Schwein, Pferde, ttunde, KaiZen. Ratten, Muusc, Allen und (icflugcl vers tan den werden soUen. 
l-etziend)ich konnen die erfindungsgemaBen Liposomen in all jenen animalischen Systemcn zur Anwendung gelangen, 
in deoen Langerhans-Zellen vorhanden sind, insbesondcrc jcnc in der Haut vorhandenen, die in der Lage sind. Antigen 
zu prasemieren. So kacin, betspjelsweise bei topischer Aufiragung einer die erfindungsgemaflen Liposomen enthaltenden 
25 lopischen Applikarionsform, wie beispiclswcisc ciner Cremc, eine Transfeklion der Langerhans-Zellen mit in der inira- 
liposouialcn Pha^c cnihaltcnen Nukldnsiiurc crfolgcn, mil der Wirkung, daS das durch die besagte NuWfcin^iiurc kodicne 
Antigen in den Langcrhans-Zcllcn cxprimicrt sowic von dicstn xar Suinulicmng dcr ImmunHniwort an dcr ZcHobcrfla - - 
che prasentierc wird. 

Soniit bestebl eine wirksame Moglichkciu cincn Wirtsorganismus gegen ©in jcgliches Antigen zu immunisieren, das 
30 durch eine Nukleins&ure direkt Oder i ndirekl kodicrl und durch Langerhans-Zclfcn an der Zelloberfl ache praseni ien wer- 
den kann. 

Bin Seiches Antigen, gegen das im Wirtsorganismus eine Immunantwort erzeugt werden soli, wird hierin als inlcrcs- 
sicrendes Antigen bczeichncL 

Eine der and gc Immunisicrung ist dabei oicht uur auf die Presentation voo Antigett durch die Langernans-ZcU.cn be- 

is schrankr, was einer akuven Imniunisitrung gleichlcoTnnit, sond&m cnnoglicbt aueh cine passive Inununisiening der Ge- 
stalt, daB entsprechende. Antikdrper bzw. Fragu\ente da von, die fur cin interessaerendes Antigen spezifisch sind. durch 
mit den erfindungsgemaBen Liposomen. die eine fur den Antikdrper bzw. cin Fragment davon kodierende Nukleinsaure 
enrhalten, trans Eizierte HautzelLen exprimicxt und an den Blutkrcislauf gegeben werden konnen, ahnlich wie bei der oben 
bcschxiebeiion Thcrapie syslcmischer Erkrankungen. 

40 Unier Anlikorpcr sollcn hierin aUCh Antikorperderivate verstanden werden* so z. B. auch soLche nur aus einer Kette 
bestehende, tmnkieite oder aufgrund der Spez-ifitat des interessierenden Actigens speziell hihsichtlich ihrcr Bindungs- 
s telle koostruierte entsprechende MolekiSle. Demrtigc Antikdrper sowic deren Deri Yale und andcrc sind dem Fachuaanu 
auf diescm Gebieibekannl. 

Die vorgenannte Immunisierung, insbesondere weun diese durch Verwendung einer topischen Applikationsform be- 
-45 dingt wind, weist ganz besondeie \brteile der Gestali auf, dafl sie ausgesprocheo letcht durch ftlhrbar ist in dem Sinnc, 
daB kcin qualiriziectes Personal benotigt wind und insbesondere hygienisch in bestimmteD Lageo bedenklicbe Injektio- 
nen verrnieden werden. DarOber hinaus ergeben sich Voneile hinsichllich der Haltbarkeit eines die cr&ndungsgemaBe Li- 
posomen umfassenden Impfstoffes, welcher durch die erfiDdungsgemiiSen Liposomen, die phannazeutischc Zusammen- 
setzung oder die erfindungsgemafien Mititl dargestelli wird. Diesc crhohtc Halibaikeit wird im wesentlichen dadurch be- 
so dingt, diiB nicht irgendwelches proteinbaLtigcs Material, sci e& nun das An tig en bei dcr akriven Imrnuirisierung oder der 
Anlikorpex oder das Andkorpcrfragment bei der passiven Immunisierung, noch dazu in fur die Injetaion gecigncter 
Weise, vorliegen mu£. 

Aus der Taisaclie, daB der Impfstoff iin engeren Sinne ersr durch die Langerhans-Zdlerj gebildet und letztendlich pra- 
seotiert wird, bedingt auch einen erbeblichen Kostcnvortcil, da auf eine Produktion von proteinhalhgem Material mir. an- 
SS schtieBender Aufreinigung vcrzichiet werden kann. 

Aus dem im t'olgenden angefuhrten Beispiel betrerrend die Herstellung der erfindungsgemaBen Liposomen werden 
weitere Voneile und Merkmale der Erfindung offenbart, wobei 

Fig- 1 eine elektronenini kroskopischc Aufnahmc eincs Gcfncrbruchs (ITEM) von mcnschlichcn Stratum corneum- 
Lipid-Iiposomen bed Praparahon durch Detergenzdialyse zeigt, 
60 Fig. 2 eine eleklronenmikroskopische Aufhahme eines GefrierhnichK (FFEM) von menschltchen Stratum corneum- 
Lipid-Xiposomen, hergestellt durch UUrasehaUbebandlung, zeigw 

Fig. 3 eine Nicomp GroBenverteilungsanalyse von Stratum comcum-Lipid-Liposomen, hergestellt durch UltraschalJ- 
behandlung, mit inverscr Laplace-Trans formation (bimodale Verteilung) zeigt, 

Fig. 4 eine Nicomp Gr5Bcaverieilungsaiialysc von Stratum coirieum-Lipki-Liposamen, hergestellt durch Detergecz- 
6S dialyse, mit inverser Laplace-Transformation (bimodale Verteilung) zeigt 

Fig» 5 die Zcr a-Po tcntial verteilung dcr durch UltrabeschalluAg hergestellten Stratum oorneum-Lipid-I^posomcn dar- 
stellt und 

Fig. 6 das Ergebnis der Transfeklion bumancr Haul miujcls PlasrnidVDNA cnlrtalteiiden erfindurjgsgem^Ben LipOSO- 
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men zcigl. 

Bcispiel 1 

HcrsmHen der erJirul ting sgeuw Ben Liposomal 
Gewinnung des siralum comeuiu-Lipids 

Aus klcin&n, hei chirurgischen Kingrift'en anteltenden Haulsliicken wurdc die Hornschichl cnzymalisch mitlels Tryp- 
sinierung gewonnen und das Gesantf lipid n&ch einer niOdinzienen Bligh & Dycr-Mcthode exlrahicrl |Lasch, J.; J. Lipo- 
some R£s 4 (1). 93-106 (1994)1 Aliemaliv wurde abgeschabic planiarc Ilomhaut vcrwendet. 

Die Froben wurden im Dunkdn nm Chlororomi/MeihanO) (1 : 1) bci krafiigem SctauUeln in einer Suckicloiiarnio- 
sphare cMrahiert. Kin Drilial des \h1umens wurdts als PBS-Vuffer zugcKftiM. um Choleslemlfiulfat in d 1C orgsmscne 
Phase dutch NaCl "auszusalzen". Die Mischung wurde gevoriexi und die Phaser) durch Zcnlrif ugacion geircnnt . Die un- 
rere organische Phase wurde gesammell undunrer N 2 get rocknci. . 

Die LipidzusammenseLzunfi des planlaren Stratum comeum wurde durch Mcsaung der Rachen unier den Reflexions- 
absorprionskurven nacb Trennung durch HPTLC KAuiomaied Multiple Development. HPTLC von CAMAG; Mutxenz. 
Schwiz)- Zelbncr, S.; Journal of Cbromarography B, 691 (1997), 321-329J und Kalibricrung mil dem jewdhgeo T.ipid 
an nwbr als 100 Probandcn quantifizicrt. Die Anfarbunfi erfolgi mittels CuSCX/HjP0 4 in 5%igcm Methanol. 

In dernachfolgenden Tabelle 1 sind die vcrschiedencn Lipidklasscn entsprecheod ihrem prozenlualen Anieil (Mitlcl- 
wcrtc) angegebvn; 

MiUciwerte dcr verechiedenon das Stratum com*um-Lipid ausbildendwi Ljpidklasse, angegeben in Oewicblsprozenten 
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Iiipidltlasse 


Mittelwert Lipid (Ge- | 
wichtsprozente) 


Pko sphol ip i 


< 2 


Ctiolesterolsulf at 


2,06 +/- 0 r 13 


Freie Fettsauren 


20,16 +/- 1,12 


Ceramide 


20,25 +/- 0,67 


Sterol© 


43,53 +/- 3,04 


Tr iacylglycerole (Neutral - 
fette) 


4,56 +/- 0,54 


Steroleeter 


9,44 +/- 0,67 
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HersicUung von menschlicbett Stratum corn euro-Li pid-Liposomen (hSCLLs) 

HSCLLs wurden rum einen durch Ultraschall hcigestellt, indem ejne Lipiddispcrsion in PBS, pH 7 A im Branson So- 
ni&cr bis zur Tran^arenz beschalU wurde, wobei die Beschalkmg in Intervallcn von 0,5 rain unlcr fiiswasserkuhlung cr- 

Alternativ wurden milder sogenanmcn DeiergenzverdUnnungsmcihode hSCLLs hergestejk. Spezicil wurdan Cnolat/- 
Upid-MiSChmizellen in eineni spezicUen Roiarionsdiaiysator (Diacbera AG, Lagnau/ZUrich) in lipidvesike) ttberfuhrL 65 

Die Ergebnissc beider Vcrfahrco $ind in den Fig. 1 und 2 dargestellt, wobei Fig. 1 cine clcku^t^jnikroskopsche Auf- 
nahme (FFEM) eines (Jefricrbruch^ von hSCLLs zeigt, die durch Delcrgen2dialyse hergcslcBt wurden, und in Fjg. 1 
cine clekironenmikroskopische Aufnahme (FFEM) cines (Jefrierbrucbes von hSCLLs zeigt, die durch tJltrabeschallung 
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bergesteJIr wurden. 

In beidcn Flillen reprasewiert der dargestellte Balken 100 nm und die eingekreisien Pfeite die Bedampfungsrichujng. 

Die hSCT-Ls wuidcn wciiergehend hinsichtbeh infer GroGenvericilung durch Hioioncnkorrclaliorisspcktroskopie 
(PCS) mil einem Nicomp Submicron Particle Sizer, Model 370, char-akterisierl. Die entsprechenden Ergebnisse sind in 
5 den l ? ig, 3 un<l 4 dfjrgeKieill, wobci Fig. 3 die Ergebnisse der durch BcschAllung herge^teUicn Liposomen und Fiji- 4 die 
durch Deiergcnzdialysc hcr^cuieljie Liposomen fceigi. 

Aus Fig, 3 isL crsichtlich, daI5 74,62%? der Liposomen einen Durchmesser von 160-6 nm aul'weiscn, wobci bine 2weiie. 
bedeutend kleinere Fralction. die 25*38% der Liposomen ausmachl, einen Durchmesser von 416,7 nm aufweist. 

itei der Iters! el lung der Liposomen mi LI els Deiergcnzdialysc sind, wie aus Fig. 4 ersichtlich. ebenralls zwei Popula- 
io lion en von Liposomen hervorgegangen. wohei $7,3% der Liposomen einen Durcliniesser von 183,5 nm aur'weisen. ge- 
gentiber cincr zwcilcn, wcnnglesich mil 1 2.7% deurlich geringenen Population, die cincn Durcrmiesser von 979,7 nm auf- 

Tn beidcn Pailen wurden die vorgenanmen Daren aus den PriniJirdaiem unter den folgenden Bedingungen erhalren: 
GUiTujngsfaklor 3, jniniroaler Durchmesser SO nm. plol size 39, gesamnieire Impulse 8000 K in 30 Min._ Zahlraie 
is 300 Hz. 

In Fig. 5 isi die Beslmmiung des Zera-PoientiaJs der hSC-LLs dargesicUi, die mil der Zeia Master Version PCS: vl,2 
(Malvern Instruments, England) im Zclllyp ZEMO10 Cross Ream Mode beslimmt wurde (Lasch, J.; J. Liposome Res, 
5(1), 99-108(1995). 

Wie aus Fig. 5 er-sichth'ch, bctragt das Zeca-Potcnual dcr hSCLLs -64 bis -66 mV Dieser relariv hohe negative Wert 
20 kann auf den Gehalt an Cholesterolsulfai zuruckgefuhrt werden. 

Die einzelnen, vcrschicdcnen Zerapoicnlialen enisprechenden Intensiiaicn sind nochmais in Tabclle 2 zusamnienge- 
faBL 



Tabelle2 

25 

^cinpotenliblveruiilung (mV) von durch BesebaQun^ hergetUellten hSCLLs 
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0, 0 
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0,0 


-16,7 


0,0 
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-75,0 


24,2 


-8,3 


0,0 


40 


-133,3 


0,0 


-66,7 


44,8 


0,0 


0,0 


4S 


-125, 0 


0,0 


-58,3 


31,0 


8,3 


0,0 


-116,7 


0,0 


-50,0 


0,0 


16,7 


0,0 


50 


-108,3 


0, 0 


-41,7 


0,0 


25,0 


0,0 




-100,0 


0 f 0 


-33,3 


0,0 


33,3 


0,0 


ss 


-91,7 


0,0 


-25, 0 


0,0 


41,7 


0,0 



60 Andcre Verfahren zur Kennzeichnung der die T.iposorntsnhtjllc aiisbildenden TJpidschichL wie beispielsweiue die 
Messung der Pbasenubeigangsiemperaxur (T m ) ergab keine Ergebnisse, was durch den bohen Gchall an Cholesterol im 
Stratum comeum-Iipid bedingi wird. 

Bcispiel2 

65 

Transfcklion hirmaoer Haul minels dec erfi ndungsgcm&Bcn Piasmid-DNA-cnthaliendcn Liposomea 
50 pg Plasmid-DNA wurden mil einem entsprechenden Anlcil an lyophilisienem LipJdgemiscb versem, wohei das 
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Lipidgcmisch in d^runlcr Bcispiel 1 crlaulerlcn Weise hergesieUt wurde, Unieir iniensivexu Schiiilcln wurden Plasroid- 
DNA endialtende humane Stratum corneum-Liposomen gebildei. 

Nach enlsprechender Vorhehandlung (Menk) bzw. Hydricning des Stralum corneunis mil Urea MENK (50 niM 
MOPS. 50 mM EDTA. 50 niM NuCL 50 niM K3PO4) crrblgte die Applikaiion des oben genannren Plasmid-DNA-halri- 
gen Liposomengemisches. Nach 24-siundigcr Inloibaiion bei 37*C wurden die cnisprcchenden Hauiproben in inns epi- S 
dermalcn und demialcn Ameile getrennt. Der epidemiale Anieil wurde in einem quamiiaiiven Test auf P-Galaciosidasc- 
Proittinaklivimi unlersuchl. Nacb Lyse dor Epidermis in LysepufTer nrit mechanischer 2<srkleincrung wurden 2 ml des 
Zclloxirakles mil Reaklionspuffcr (0,035 mniol Galacicn) Chemiluituneszeriz-Subslrakt (Tropix Bedford, Massachu- 
setts) gemischl. Nach dcr Intubation lur cine Si under wurde linierald I^lrtinesfccnzYcrslarker (Tropix Bedford, Massa- 
chusetts) blnzugegeben und die Cbeniilumineszcnz in cincni ChcmiLuminomolci* (z. B. Monolighi 1005. Analyrieal Lu- to 
mineszenz, San Diego, C'alifornien) gemessen. Die ^-Cjalacloaadase-spczifischc Akiivitat in den epidennalcrj Exlraklwi 
wurdfc als Verbal mis dcr Lichleinhcilcn gclcili durch den PrODeingfchair ennitlcll. Die Negslivkonlrolle wurde durch 
nichl-p-^alaclosidrjisccxpriinitsrendc Plasmide (?., B. \felclnrkontroll-DNA) unteri den lichen Rcdingungen erhalten. Jeg- 
liche Mcssungcn wurden in Duplikaicn durchgcttihrl. Die Anzahl der unabhangigen Vcrsuchc isl in Fig. 6 fur jede der 
Bchandlungsgruppen dargesLcllL Die absoluren Men gen an £-Galactosidase-Enzyni kann crmittelt werden, indem die ex- 15 
baltenen Werte der Lichteinheiien niit einer Eichkurve vcrglichcn werden, die durch Hinzufugen bekannier Mengen an 
geneirtigiein p-GaJacto$idaseeo^ynl zu P-Galactosidase-negativen epidermaien Zellexrrakten tconsiruiert wurdc Zusam- 
menfassend zeigt sich, wie in Kg. 6 dargesrellr, in Abhangigkeit enisprechend der M>rbehandlung eioft bochsignilikanu; 
Stcigcrung der in der Epidermis hcrgestelltea Mcngc an p-Galactosidasc-Markcrproicin. 

Eine Steigerung der Trans fektionseffizienz bzw. der Menge an erhaitencn Gcnprodukten ist im Rahmen der ublichen 20 
Pabigkeiien eines Fachuianns aufdieseju Gebiet heispielsweise durch weitergehende Optinijerung b^w. Vbrbehandlung 
niit anderen Peneiralionsversiarkern bzw. 7ai rverrugungstellung von geeigncten NukleinsaureKoosTruton moglich. 

Die in der vorstehenden Beschreibung sowie in den Anspriichen offenbarten Merkjnale der Erfindung konncn sowohl 
einzeln als auch in beliebiger Kombinarion fur die Verwirklicbung der Erfmdung in ihren verscbiedenen AusFuhrungs- 
formen wesentlich scin. 25 

Palcnlanspruchc 

1 . Liposom umfassend eine eine Liposornenhulle ausbildende Lipidphase und eine von der Lipidphase umschlos- 
sene intra liposomale Phase, dadurch gekennzeichoet, daS die chemischc Zusanunensetzung der Lipidpbase der ei- 30 
ner Hauischichl cnlsprichi und die inLralipcsomaJe Phase mindestens eine Verbindung enthali, die -dusgcwahlt isl 
aus dcr Gruppc, die Nukleinsaurcn, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und niedermolekulare Verbindungcn sowie aus 
diesen ziisarnrnengesetzte Moiekule Oder Struklurcn umfaBl. 

2. Liposom nacb Anspruch 1, dadurch gckcnnzcichnci, daB die Hauischicht humane Epidermis ist. 

3. Liposom nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet* daB die Hautscbicht das Stratum coroeum iaL 3S 

4. Liposom umfassend eine eine Liposornenhulle ausbildende Lipidphasc und eine voo der Lipidphase. uinschlos- 
sene intraliposomale Phase, dadurch gekennzeichneL dafi das Liposom betreffend die Lipidklassen folgende Kom- 
ponenten erfafit: 

PbosphoUpide: <2 Gew.-% 40 

Cbole^Uirolsuiral: 2 Gew.-% 

Frcic Fclisaurcn; 20 Gcw,-% 

Ceramide; 20 Gew.-% 

Steiole: 43 Gcw.-% 

Trlacyjglycerole (Neurralfette): 4 <jew.-% 45 

Sterolcsler: 9 Gew.-% 

und die lDtraliposomale Phase mindestens eine Vbrbindung cntbail, die ausgcwabll isl aus der Gruppe, die Nuklein- 
saurea, Proteine, Kohlenhydraie, Lipide und medcrmolekularc Afcrbindungen sowie aus diesen zusarnmengesetzie 
MolekQle odet ^tmkuiren umfalh. so 

5. Verfabren zuv Hcrscellung von Lipofiornen, dadurcb gekeDDzeiclinet, dafi 

a) Sirai um eomeu m-Lipid gewonnen wird und 

b) aus dem Sn-atum corneum-Lipid unLer Ullrascbailbehandlung und/odcr Dcicrgcnzdialyse Liposomen her- 
gestellt werden. 

6. Verfahreo nach Anspruch 5, dadurdi gekennzeichnet, daB das Stratum comeum-Lipid gewonnejn wird, indem 55 
Strarum corneum enzymarisch und/oder mecnanisch von der Haut abgctragen ward und anschlieBend in Methanol- 
Chloroform cKtrabicn wird. 

7. Liposom, herstellbar gemafi einem \^rfahrcn nach cincm dcr vorangehenden Ansprucbc. 

S. Liposom nach cinem der Anspniche 1 bis 4 und 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die inraliposomalc Phase cine 
waBrigc Phase isL 6f) 

9. Liposom nach einem der Ausprucbe 1-8, dadurch gekieririzcichnet, daD die Verb ind Ling ausgewabk ist aus der 
Gruppe, die Wachs turns faktoreo 7 Anllbiolika, schrrferziindemdc Agenzien, AgcnzicD, die die Zellleilung und/oder 
die Vafikuiarisierung beeinflussen, koaguljerende und ann-koaguiiercodc Agenzien, Cytokine, ohemiscbes Aixrak- 
tans; Enzyme, und Kombinationen davon umfaBL 

10. Liposom nach einem der AnsprUche 1-9, dadurcb gckennzeichrici, daB die Verbindung eine Kukleinssurese- 65 
queoz isL 

11. Vcrfahicn zur TransfckUon von Zdlcn, dadurch gekeim^eichnct, daB die zu ixansfispercndcn Zcllen mit einem 
Uposom gemaB ejnem der vorangehenden AnsprQcbe in KontakL gebmebt werden. 
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12. Verfahren nach Anspruch II, dadurch gckcnnzeichnei, dafi die zu trans fizierenden Zcllcn HauLzellen sind. 

13. Veriahrcn nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnci, dafi die Hauizellen ausgewShlrsincl aus der Gruppe, die 
Hauizellen des Slralum comeutii. Siralum granulosus und Stratum spinosum sowie Kcratinozyicn umfaBI. 

14. Vbrfahren nach einem dor Anspriiche 11-13, dadurch gckcnn&L-ichnel. dall die Zellen Keratinozyten derHaar- 
5 fcillikcl sind. 

15. VerfahrCD nach einem der Ansprtiche 1 1 — 1 3, dadurch gekennzeichncl, d&B die Zcllcn epidenualc Langerhans- 
Zellen sind. 

16. Pharmazeurische Zusarnmcnserzung umfassend Liposomen nach einem der vorangehenden Anspruche sowie 
einen phamiazeurisch akzeplablen 'J'ragcr. 

io 17. Mitt el zur lopiscbeo Verahrejchuog, gekennzeichnei durch eincn Gehalr an Liposouieo nach einem der voran- 

gehenden Anspriiche-. 

18. Mill el nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichneU daB das Miud ausgew^hk isi aus der Gruppe, die Cremes, 
Salben, Gele, Spruhverbanrie und Tinkmrcn umfaBi. 

19. Miliel nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekcnnzeichnei, daB es weirerhin einen (JehalT an mindestens einer 
15 Vcrbindung aufweisl, die ausgewShJr i$i aus der Gruppe, die Permeabiliik'tsverslarker und Quellmiltel umfaBt. 

20. Verwendung der Liposomen nach einem der vorangehenden Ansprache, der pharniazeulischen Ziisanunenset- 
7,ung Oder des MitreLs nach cincin der vorangehenden Anspriiche zur Gentberapie von Hauizellen. 

21 . Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gckennzeiclmet, cUiB die Hautzcllen in situ vorticgen. 

22. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzcichncU daB die Hauizellen ex vivo vorliegen. 

713 23. Verwendung nach einem der Ausprlfche 20-22, dadurch gekcnnzeichnei, dafi die Hautoellen ausgewahlt sind 

aus der Ciruppc, die Hauizellen des Slratum corneum, Stratum granulosurn und SiraLum spinosurn sowie Keralino- 
zyten umfaBt. 

24. Verwendung nach einem der Anspriiche 20-23, dadurch gekennzeichnel, daB die Hauizellen Keratinozylcn der 
Haarfoilikel sind. 

25 25. Verwendung nach einem der Anspructie 20-24. dadurch gckenn2eicnner, daB die Haurzeljen epidermal e Lan- 

gerhuns-Zellcn sind. 

26. "Verwendung der JJposotncn nach einem der vorangehenden Anspruchc, der pharniazcuiUchcn Zusanimcnscl- 
zung oder des Minds nach einem der vorangehenden Anspriiche zur Prophylaxe und/oder Behandlung von Krkran- 
kungeo der HauL 

30 27. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gckennzeicunei, daB die Hrkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe, 

die gtneiische Hauterkrankungen, Psoriasis, Hauttumoren und Wunden umfaBt. 

28. Verwendung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnel, daB die genetische Hauterkrankung ausgewahlt isi 
aus der Gruppe, die Epidermolysis bullosa simplex. Epidermolysis hyperkeratosis, palmoplancare Keraiose, junk- 
tionale Epidermolysis bullosa, dy strophe Epidermolysis bullosa, lamcllare Tchlhyose und Xeroderma pigineniosum 

35 umfafiL 

29. Verwendung der Liposomen nach einem der vorangehenden Anspruchc, der pharroazcuuschen ZusammcnscL- 
Tung oder des Mittels nach cincm der vorangehenden Ansprtiche aur Behandjung von Warzen. 

30. Verwendung der liposomen nach einem der vorangehenden Anspriiche, der pharmazeurischen Zusammenset- 
zung oder des Mirxels nach einem der vorangehenden Anspruchc zur Behandlung systemischer Erkranlcungen. 

40 31. Verwendung oach Anspruch 30, dadurch gekcnnzeichnei, daB die systemische Erkrankung ausgewahlt ist aus 

der Gruppe, die HSmophilie A und Hamophilie B sowie Kollagendegcneranonen uinfaBi. 

32. Verwendung der Liposomen nach einem der vorangehenden Anspruchc, der pharniazeulischen Zusammcnsei- 
zung oder des Mittels nach einem der vorangehenden Anspriiche zur Behandlung von Alopezie. 
33- Verwendung der Liposomen nach einem der vorangehenden Ansprtiche, der pharmazeutischen Zusaznmenset- 
45 zung oder des Milxels nach einen der vorangehenden Anspruche zur Lftmunisicruag eines Wiitsofgamsmus. 

34. Verwendung nach Anspruch 33, dadurch gekennzeiebnet, daB der v^rtsorganisrnus ein rncnscblicher Organis- 
mus ist. 

35. Impfstoff, dadurch gefce-nn zedeh net , daB der Impfstoff eineo Gehalt an liposomen nach einem der vorangehen- 
den Anspriiche aufweist, wobci die Liposomen Nuldeinsaure, die die genetische Information fur ein interessieren* 

50 des Antigen umfaBt, oder Nukleinsaure umfasscn, die die genet ische Information ftir einen AnrikBrper oder ein An- 

likorpcrfragmeni umfaBt, wobei der Actikorper bzw. das Antikorperfragment spezifivch fiir das iniercs^ercnde Ao- 
Tigen ist. 
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